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Аннотация
Обоснование. Благодаря своей высокой антиоксидантной активности 

кофейная кислота обладает рядом положительных фармакологических эф-
фектов. Для количественного определения кофейной кислоты в различных 
препаратах в настоящее время используются такие физико-химические мето-
ды как жидкостная и газовая хроматографии, УФ-спектрофотометрия, капил-
лярный электрофорез с масс-спектрометрией. Однако, перечисленные методы 
являются достаточно сложными и многостадийными, требуют специализиро-
ванного оборудования и значительных затрат времени. Это определяет потреб-
ность поиска новых способов определения кофейной кислоты, отличающихся 
простотой, чувствительностью и эффективностью ее обнаружения. В насто-
ящей работе нами выявлен эффект излучения квантов света при окислении 
кофейной кислоты пероксидазой хрена, данная реакция явилась предметом 
нашего изучения.

Цель. Исследовать некоторые основные показатели реакции люминес-
ценции при окислении кофейной кислоты пероксидазой хрена и оценить 
возможность определения кофейной кислоты с помощью предложенного лю-
минесцентного метода.

Материалы и методы. В экспериментах использовали реактивы высокой 
степени чистоты: пероксидазу из корней хрена (horseradish root peroxidase – 
HRP), кофейную кислоту, раствор перекиси водорода. Водные растворы реак-
тивов для проведения экспериметов готовили in situ в деионизированной воде. 
Интенсивность и динамику световой эмиссии реакций регистрировали на лю-
минометре. Люминесцентные сигналы измеряли в режиме одно измерение в 
секунду и выражали уровень световой эмиссии в относительных единицах.
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Результаты. Установлено, что в присутствии пероксида водорода HRP 
катализирует окисление кофейной кислоты с величиной Кm = 1.4 × 10-4 M и 
обеспечивает реакцию светоизлучения в широком диапазоне рН с максимумом 
световой эмиссии при pH 8. В экспериментах in vitro показана применимость 
катализируемой HRP люминесцентной реакции для быстрого выявления и 
определения концентрации кофейной кислоты в водной среде. Установлено, 
что линейное увеличение регистрируемого светового сигнала наблюдается в 
диапазоне концентраций аналита 20–200 мкМ.

Заключение. Выявленная реакция светоизлучения является перспектив-
ной аналитической платформой и открывает возможности создания на ее ос-
нове новых люминесцентных сенсоров для тестирования кофейной кислоты 
в различных препаратах и экстрактах из биологических источников.

Ключевые слова: кофейная кислота; пероксидаза корней хрена; пероксид 
водорода; люминесценция
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Abstract
Background. Due to its high antioxidant activity, caffeic acid has a number 

of positive pharmacological effects. For the quantitative determination of caffeic 
acid in various preparations, some physicochemical methods, such as liquid and 
gas chromatography, UV spectrophotometry, capillary electrophoresis with mass 
spectrometry, are currently used. However, it is worth noting, that these methods 
are quite complex and multi-stage, require specialized equipment and significant 
time costs. This determines the need to search for new methods for determining 
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caffeic acid, distinguished by simplicity, sensitivity and efficiency of its detec-
tion. In this work, we have revealed the effect of light quantum emission during 
the oxidation of caffeic acid by horseradish peroxidase; this reaction was the 
subject of our study.

Purpose. To investigate some of the main performances of the luminescence 
reaction during the oxidation of caffeic acid by horseradish peroxidase and to 
evaluate the possibility of determining caffeic acid using the proposed lumines-
cence method.

Materials and methods. The experiments were performed using high-purity 
reagents: horseradish root peroxidase (HRP), caffeic acid, and hydrogen peroxide 
solution. Aqueous solutions of the reagents for the experiments were prepared in 
situ in deionized water. The intensity and dynamics of the light emission of the re-
actions were recorded using a luminometer. Luminescent signals were measured 
in the mode of one measurement per second and the level of light emission was 
expressed in relative units.

Results. It was found that HRP catalyzes the oxidation of caffeic acid in the 
presence of hydrogen peroxide with a Km value of 1.4 × 10-4 M and provides a light 
emission reaction in a wide pH range with a maximum light emission at pH 8. In 
vitro experiments demonstrated the applicability of the HRP-catalyzed luminescent 
reaction for rapid detecting and determining the concentration of caffeic acid in an 
aqueous medium. A linear increase in the recorded light signal is ensured in the an-
alyte concentration range of 20–200 μM.

Conclusion. The obtained results indicate that the discovered light emission re-
action is a promising analytical platform and opens up the possibilities of creating 
new luminescent sensors on its basis for testing caffeic acid in various preparations 
and extracts from biological sources.

Keywords: caffeic acid; horseradish root peroxidase; hydrogen peroxide; lu-
minescence
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Введение
Кофейная (3,4-дигидроксикоричная) кислота входит в группу аромати-

ческих фенольных соединений, имеющих фенилпропаноидную (C6–C3) 
структуру [4]. Она является широко распространенным вторичным ме-
таболитом, который содержится практически во всех растениях, расти-
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тельных продуктах (фрукты, овощи, злаки, чай, кофе, какао, и т.д.) [19] и 
встречается в высших грибах [14]. Благодаря высокой антиоксидантной 
активности кофейная кислота обладает рядом положительных фармако-
логических эффектов – в частности, проявляет противовоспалительное, 
противоопухолевое, антидиабетическое, иммуномодулирующее и нейро-
протекторное действие [20; 1; 15]. В настоящее время для мониторинга 
кофейной кислоты в различных препаратах используют разные физи-
ко-химические методы, например: жидкостную и газовую хроматогра-
фии [10; 18], УФ-спектрофотометрию [3], капиллярный электрофорез с 
масс-спектрометрией [12]. При этом следует сказать, что указанные ме-
тоды являются достаточно сложными и многостадийными, включают ряд 
промежуточных процедур предварительной подготовки образцов, требуют 
специализированного оборудования и значительных затрат времени. Это 
определяет потребность поиска новых способов определения кофейной 
кислоты, отличающихся простотой, чувствительностью и эффективно-
стью ее обнаружения. В частности, для тестирования кофейной кислоты 
в последние годы активно разрабатываются различные электрохимические 
сенсоры [2; 5] и биосенсоры [8; 9]. В то же время следует отметить, что 
в доступной научной литературе мы не нашли информации о сенсорах 
определения кофейной кислоты на основе люминесценции. В настоящей 
работе нами выявлен эффект излучения квантов света при окислении ко-
фейной кислоты пероксидазой хрена, что явилось предметом нашего даль-
нейшего изучения.

Цель – исследовать некоторые основные показатели реакции люминес-
ценции при окислении кофейной кислоты пероксидазой хрена и оценить 
возможность определения кофейной кислоты с помощью предложенного 
люминесцентного метода.

Материалы и методы исследования
В экспериментах использовали высокочистую пероксидазу из корней 

хрена (horseradish root peroxidase – HRP) (EC 1.11.1.7), поставляемую фир-
мой Sigma (США); кофейную кислоту высокой степени чистоты (≥98.0%, 
HPLC) (Sigma, США); 3% раствор перекиси водорода (ООО Тульская фар-
мацевтическая фабрика, Россия). Для исследований водные растворы HRP, 
кофейной кислоты и Н2О2 готовили in situ в деионизированной воде (18.2 
МΩ/см), полученной с помощью Milli-Q system (Millipore, США).

Способность HRP катализировать в присутствии пероксида водорода 
окисление кофейной кислоты с излучением квантов света оценивали сле-
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дующим образом. При тестировании концентрация компонентов в водном 
объеме реакционной смеси 120 мкл составляла: 160 мкг/мл HRP; 0.02–1.33 
мM кофейной кислоты; 3.7–147 мМ пероксида водорода. Концентрации 
кофейной кислоты и Н2О2 в реакционной смеси варьировали для изучения 
зависимостей интенсивности световой эмиссии. Эффективность функци-
онирования HRP в реакции светоизлучения в зависимости от рН среды 
оценивали с использованием серии 50 мM Na-ацетатных буферов со зна-
чениями рН от 4 до 10.

Интенсивность и динамику световой эмиссии при тестировании ре-
гистрировали на люминометре GloMax® 20/20 (Promega BioSystems 
Sunnyvale, Inc., США). Измерения проводили следующим образом. В про-
зрачные пластиковые пробирки объемом 1.5 мл (Axygen Scientific, Inc., 
США) вносили водные растворы HRP и Н2О2. Пробирки устанавливали 
в измерительную камеру люминометра и регистрировали исходный уро-
вень люминесценции образцов, который во всех случаях соответствовал 
уровню фонового шума прибора. После этого к содержащим фермент и 
пероксид водорода образцам добавляли 5 мкл водного раствора кофей-
ной кислоты и вновь регистрировали интенсивность и динамику световой 
эмиссии. Люминесцентные сигналы тестировали в режиме одно измере-
ние в секунду и выражали уровень световой эмиссии в относительных 
единицах. Каждый вариант измерения проводили в трех повторах.

Результаты и обсуждение
В исследованиях мы установили, что добавки кофейной кислоты в со-

держащую HRP и H2O2 реакционную смесь приводят к развитию люми-
несцентного сигнала, максимальная интенсивность которого превышает 
исходный уровень свечения от нескольких раз до нескольких десятков раз, 
в зависимости от концентрации добавляемого вещества. Как следует из 
полученных данных (рис. 1), после добавления кофейной кислоты к тести-
руемому образцу происходит быстрый (в течение 1–1.5 мин) рост уровня 
световой эмиссии с достижением максимума интенсивности. После этого 
наблюдается медленное (в течение 15–20 мин) экспоненциальное сниже-
ние светового сигнала (рис. 1). Рассчитанные константы скорости подъема 
(krise) и спада (kdecay) для реакции составили 0.055 и 0.006 соответственно. 
При этом следует отметить, что в контрольных экспериментах добавление 
пероксида водорода к образцам, содержащим только HRP, или только ко-
фейную кислоту, не сопровождалось какими-либо изменениями исходного 
уровня их люминесценции.
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Хорошо известно, что каталитическая активность HRP обеспечивает-
ся циклической окислительно-восстановительной трансформацией иона 
железа, входящего в состав гема активного центра фермента, и включа-
ет три ферментативные стадии (HRP, HRP-I, HRP-II) [6]. Это позволяет 
предполагать, что и катализируемое HRP окисление кофейной кислоты 
(как донора водорода) в присутствии H2O2 (как акцептора водорода) с из-
лучением света осуществляется по такому же механизму и обеспечивает-
ся окислительно-восстановительными превращениями гемового железа в 
активном центре фермента. 

Рис. 1. Интенсивность и динамика люминесцентного сигнала,                     
регистрируемого при окислении кофейной кислоты HRP в присутствии 

пероксида водорода. Стрелкой показан момент добавления кофейной кислоты 
в реакционную смесь HRP – H2O2. Представленные данные нормированы                             

на максимальное значение уровня световой эмиссии.

С использованием серии 50 мМ Na-ацетатных буферов со значениями 
рН от 4 до 10 в работе была изучена эффективность функционирования 
HRP в реакции окисления кофейной кислоты в зависимости от рН среды. 
Как показали эксперименты (рис. 2а), во всем указанном диапазоне рН 
фермент в присутствии H2O2 катализирует окисление кофейной кислоты 
с излучением квантов видимого света. При этом наибольшую каталити-
ческую эффективность фермент проявляет в интервале рН от 7 до 9, обе-
спечивая максимальную световую эмиссию при pH 8.



248 Siberian Journal of Life Sciences and Agriculture, Vol. 17, №5, 2025

Рис. 2. Интенсивность люминесценции реакции HRP – H2O2 – кофейная кислота: 
(а) – в зависимости от pH среды, (б) – в зависимости от концентрации пероксида 

водорода. Данные на рисунке (а) нормированы на максимальное значение 
интенсивности световой эмиссии в ряду измерений.

Изучение влияния концентрации пероксида водорода на интенсивность 
люминесцентного сигнала катализируемой HRP реакции окисления ко-
фейной кислоты показало следующее (рис. 2б). В диапазоне концентраций 
пероксида водорода 0–15 мМ наблюдается практически линейная зависи-
мость увеличения уровня световой эмиссии. При дальнейшем увеличении 
концентрации H2O2 в реакции рост интенсивности люминесценции замед-
ляется и плавно выходит на плато при концентрации пероксида водорода 
выше 80 мМ.

Варьирование концентрации кофейной кислоты в катализируемой HRP 
реакции позволило получить зависимость интенсивности регистрируемо-
го люминесцентного сигнала от содержания субстрата в пробе (рис. 3). 
Расчеты константы Михаэлиса, проведенные из данных полученной за-
висимости, показали, что в использованных нами экспериментальных ус-
ловиях HRP катализирует окисление кофейной кислоты с величиной Кm, 
составляющей 1.4 × 10-4 M. Анализ полученной зависимости показал, что 
в диапазоне концентраций кофейной кислоты 0–0.2 мМ регистрируется 
практически линейное возрастание уровня световой эмиссии. Дальнейшее 
увеличение концентрации субстрата в реакции сопровождается нелиней-
ным ростом интенсивности световой эмиссии с ее выходом на плато при 
концентрации кофейной кислоты около 0.7 мМ. В результате, в работе 
нами была построена линейная калибровочная зависимость (коэффици-
ент детерминации R2 = 0.99) люминесцентного сигнала от концентрации 
кофейной кислоты, позволяющая проводить количественное определение 
данного аналита в диапазоне от 20 до 200 мкМ (рис. 3, вставка). Получен-
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ная в работе аналитическая область определения кофейной кислоты была 
оценена в сравнении с аналитическими диапазонами, которые обеспечи-
вают некоторые другие разработанные сенсоры, основанные на разных 
принципах детекции (таблица 1). Анализ этого сравнения показал, что 
диапазон выявляемых концентраций кофейной кислоты при использова-
нии люминесцентного метода сопоставим с порядками величин детекти-
руемых концентраций этого аналита при использовании других методов.

Рис. 3. Зависимость интенсивности люминесцентного сигнала                                                                                     
от концентрации кофейной кислоты в водной пробе. На вставке: диапазон 

линейной зависимости интенсивности люминесцентного сигнала                                                                           
от концентрации кофейной кислоты (20–200 мкМ).

Таблица 1.
Сравнение аналитических диапазонов определения кофейной кислоты                      

у ряда сенсоров, основанных на разных принципах детекции
Компонентный состав сенсора 

/ реакции Принцип Линейный диа-
пазон, мкМ

Ссылка 
на работу

CuZnOx/MWCNTs/GCE Амперометрия 1–100 [13]

GO-PTC/SPE
Квадратно-волно-
вая вольтамперо-

метрия
5–100 [17]

Poly(3,4-ethylenedioxythio-
phene)-tyrosinase PEDOT-Tyr

Циклическая воль-
тамперометрия 10–300 [7]
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NGC/GCE Хроноампероме-
трия 50–1000 [16]

G-quadruplex/hemin DNAzyme Флуориметрия 2–350 [11]

HRP–H2O2 Люминесценция 20–200 эта ра-
бота

Заключение
Совокупность экспериментальных данных проведенного исследования 

позволяет нам резюмировать полученные в работе результаты и сделать 
следующие выводы.

1. В представленной работе обнаружен эффект генерации квантов света 
при окислении кофейной кислоты пероксидазой из корней хрена (HRP) в 
присутствии пероксида водорода.

2. Установлено, что HRP в присутствии Н2О2 катализирует окисление ко-
фейной кислоты с величиной Кm = 1.4 × 10-4 M и обеспечивает реакцию свето-
излучения в широком диапазоне рН с максимумом световой эмиссии при pH 8.

3. В экспериментах in vitro продемонстрирована применимость катали-
зируемой HRP люминесцентной реакции для быстрого выявления и опре-
деления концентрации кофейной кислоты в водной среде. Установлено, 
что при окислении кофейной кислоты, катализируемом HRP, линейное 
увеличение регистрируемого светового сигнала наблюдается в диапазоне 
концентраций аналита 20–200 мкМ.

4. В целом, результаты проведенных исследований свидетельствуют, 
что обнаруженная нами реакция окисления кофейной кислоты под дей-
ствием HRP является перспективной аналитической платформой и от-
крывает возможности для создания на ее основе новых люминесцентных 
сенсоров для практического применения в медицине и пищевой промыш-
ленности. Дальнейшие исследования будут направлены на оптимизацию 
предложенного метода тестирования и повышение его чувствительности.

Информация о конфликте интересов. Авторы заявляют об отсут-
ствии конфликта интересов.

Информация о спонсорстве. Исследование выполнено в рамках го-
сударственного задания Министерства науки и высшего образования РФ 
(проект № FWES-2024-0018).
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